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論　文　内　容　の　要 旨
〔目　的〕
従来より、大腸癌の発生に関する様々な考察がなされている。Morsonらの提唱した
adenoma－CarCinoma sequenceはVogelsteinらによって遺伝子レベルでの説明が付加され、
multistep carcinogenesisとして一般化されている。一方、近年の内視鏡技術の進歩により、大
腸癌の多くのものが最初からcarcinomaとして発生するde novo carcinomaであるとする説が
主として日本の研究者により提唱されている。Vogelsteinらのmultistep carcinogenesisの概念
は、大腸癌がその起源を単一の細胞に発していることを前提としている。しかし、日常の臨
床においては多発癌が見られたり、また、非常に近接した複数のpolypや癌を見ることも多
く、大腸癌には多クローン由来のものが存在する可能性がある。本研究ではDNAploidy
patternとK－raSの異常から、大腸癌のクローン性を検討した。
〔方　法〕
対象として早期大腸癌として切除された40個の腫瘍を用いた。
それぞれのtumorについて、肉眼的観察とHE染色標本による病理組織学的観察を行い、大
腸癌取り扱い規約に基づき、隆起型と表面型の2辞に分類した。
clonalityの検討には、病変内の異なる異型度を示す2ヶ所から腫瘍組織を採取し、次のよう
な方法により、それぞれのDNAploidypattem及びK－raS COdonl2の突然変異を比較した。採
取した組織は、細胞を単離して、416－diamin0－2－Phenylindole dihydrochlorideで核内DNAを染
色し、顕微蛍光測光法によりDNAploidy pattemを求めた。Ploidy patternは正常細胞集団の
示すpeakを2Cとしたときの2C±0．3Cの範囲に単一のpeakを有するものをdiploid pattemと
し、それ以外にpeakを持つものをaneuploid pattemとした。特にaneuploid patternを示すも
ののうち、2つの異なったpeakを有するものをmosaic patternとした。mOSaic pattemを示し
た症例については単離細胞をpropidiumiodideで染色し、flow cytometryを用いてそれぞれの
pe止ごとの細胞集団を分離採集した。
K－raS COdonl2の突然変異の発現はそれぞれの単離集団について、PCRによりK－raS COdon
l2の領域を増幅し、dotblothybridization及びdirect sequencingを用いて検索した。腺腫内癌
については腺鹿の部分と腺癌の部分とから組織を採取し、同様の比較検討を行った。
〔結　果〕
肉眼的、病理組織学的観察の結果、大腸癌40例のうち隆起型が26例（うち腺腫内癌12例）、
表面型が14例であった。深遠度は隆起型では23例が粘膜内に限局した病変で、3例が粘膜下に
浸潤していた。表面型では10例が粘膜内に限局しており、4例が粘膜下に浸潤していた。
顕微蛍光測光においては隆起型早期痛ではdiploidpattemを示すものが26例中20例（76．9％）
と多く、表面型早期癌においてはaneuploid pattemが14例中9例（64．3％）と高頻度に見られ、
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「有意差があった（伝sher，s exact probability test）。K－raS mutationは表面型早期癌14例中3例
（21．4％）に見られるのに対し、隆起性早期癌では26例中9例（42．3％）と有意に多く見られた。
40例中34例では病変内の2箇所で均一なDNAploidy pattemとK－raS mutationを示した。し
かし、隆起型26例中4例、表面型14例中2例では同一腫瘍内に不均一なploidy pattemやK－raS
mutationを示すものが存在した。そのうち表面塑1例においては、均†な組織像を里し、同一
のploidy pattemを示すにも関わらず、一方にのみK－raS mutationが見られ、腺鹿内癌の1例で
はdiploidy pattem示す腺腫部分とaneuploidpattemを示す腺癌の部位で異なるK－raS mutation
が見られた。
〔考　察〕
今回の検討では、顕微蛍光測光法により、隆起塑早期癌ではdiploid pattemを示すものが26
例中20例（76．9％）と優位で、表面型早期癌では14例中9例がaneuploid pattemを示しており、
有意差がみられた。加えてK－raS mutationの頻度も隆起型で26例中9例（34．6％）と、14例中3
例に見られた表面塑早期癌に比べて、隆起型に高頻度にみられることから、表面型大腸癌と
隆起型大腸癌では発生過程が異なると考えられた。
また、多くの、大腸癌が均一なDNAploidy pattemとK－raS mutationの出現を示したことか
ら、大腸癌の大部分は単一の細胞から発生すると考えられた。しかし、少数ではあるが、隆
起型、表面型いずれのグループでも単一の病変から不均一なK－raS mutationの出現がみられ、
腺腫内癌の1例では腺腫部分と腺病部分とで異なるKTraS mutationがみられた。発癌初期に見
られるK－raS mutationを複数有する細胞集団から構成される、すなわち複数のクローンから
なる腫瘍が存在すると考えられた。大腸癌では一見単一の腫瘍と思われる病変の中にも低い
頻度で（おそらく5％に満たないと思われるが）多クローン性に発生するものがあり、これは
異なった発生過程を有すると考えられる隆起型病変、表面型早期癌のいずれにも見られると
考えられる。
論文審査の結果の要旨
大腸癌には、腺鹿を経て発生す’るもの（adenoma－CarCinoma sequence）と、正常粘膜から
直接発生するもの（de novo camcer）があり、いずれも単クローン性と考えられている。早
期癌の段階では、腺鹿から発生する癌は隆起型、そうでないものは平坦型が多いとされてい
るが、本研究は、隆起性と平坦塑大腸癌の特性の差異と癌細胞のclonalityについて、DNA
ploidypattemと癌遺伝子K－raSの変異から検討したものである。
著者は、26例の隆起型と14例の平坦型の早期大腸癌について、組織型が異なる2ヶ所、また、
組織型が均一な場合にはランダムに2ヶ所を選び、それぞれの部位でDNAploidy pattemとK－
rascodonl2の変異を調べた。その結果、隆起塑大腸癌ではdiploidから成るものが76．9％
（20／26）、aneuPloidが23．1％（6／26）であるのに此し、平坦型ではdiploidが35．7％（5／14）、
aneuploidが64．3％（9／14）であり、両者間でaneuploidの出現頻度に有意差がみられた。また、
K－raSの変異は隆起型で34．6％（9／26）、平坦型で21．4％（3／14）にみられ、有意差があった。
これらの所見から、隆起型と平坦塑大腸癌では発生過程が異なることが推察された。一方、
K－raSの変異がある12例の癌で、腫瘍内の2ヶ所でK－raSの変異を比較すると、75％（9／12）で
は同一の変異であったが、25％（3！12）では異なった変異がみられた。K－raSの変異は大腸癌
発生の初期におこると考えられているので、この所見から、大腸癌の多くは単クローン性に
発生するが、多クローン性に発生するものもあると考えられた。
本研究は、隆起型と平坦型の早期大腸癌の細胞特性に異なる点があることから、その発生
過程に差があることを指摘し、また、K－raSの変異の検討から大腸癌には多クローン性に発生
するものがあることを明かにしたもので、博士（医学）の学位論文として価値があるものと
認められる。
ー33－
